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В последние годы проводятся широкие изыскания природных 
соединений, задерживающих развитие злокачественных новообра- 
зований. Первым антибиотиком, выделенным из культур актино- 
мицетов и обладающим противораковым действием, явился акти- 
номицин, нашедший применение при лечении некоторых опухолей 
человека. Открытие противоопухолевых свойств актиномицина 
привело к более интенсивному поиску продуцентов противорако- 
вых антибиотиков среди культур актиномицетов. В различных 
странах независимо друг от друга был открыт ряд антибиотиков, 
обладающих противоопухолевым действием. В настоящее время 
эти препараты с успехом применяются при лечении некоторых 
форм злокачественных новообразований. На основании своей хи- 
мической природы эти антибиотики могут быть разделены на три 
группы. 

К первой группе относятся оливомицин (СССР), митрамицин 
(США) и хромомицин (Япония). 

Во вторую группу входят антибиотики рубомицин (СССР). 
дауномицин (Италия) и рубидомицин (Франция). 

Третья группа включает антибиотики брунеомицин (СССР), 
стрептонигрин (США) и руфохромомицин (Франция). 

Непосредственное сравнение физико-химических и спектраль- 
ных свойств брунеомицина, стрептонигрина и руфохромомицина, 
проведенное в Институте по изысканию новых антибиотиков АМН 
СССР проф. М. Г. Бражниковой с сотрудниками, позволило сде- 
лать заключение об их идентичности. 

Брунеомицин был получен в Институте по изысканию новых 
антибиотиков АМН СССР в 1963 году. Антибиотик обладал ярко 
выраженным антибластомным действием при лечении эксперимен- 
тальных опухолей животных. Необходимость изучения оптималь- 
ных условий биосинтеза брунеомицина была продиктована прак- 
тическими задачами разработки крупнолабораторного регламента 
получения антибиотика и необходимостью накопления брунеоми- 
цина для проведения широких клинических испытаний. В резуль- 
тате клинических испытаний была установлена высокая противо- 
опухолевая активность антибиотика при лимфогранулематозе, ре- 
тикулосаркомах, хроническом лимфолейкозе и аденосарком“е по- 
чек. Решением. фармакологического Комитета от 26 апреля 1968 го- 
да брунеомицин разрешен для широкого медицинского примене- 
НИЯ. 

_ Настояшая работа посвящена изучению условий образовачил 
брунеомицина культурой Ас{. аФиз уаг. Бгипеотустт, штамм 471. 
В процессе работы были изучены следующие вопросы: 


Пе 


]. Систематическое положение продуцентов брунеомицина. 


2. Изменчивость и селекция культуры Ас. аиз уаг. Ъгипео- 
тус11. штамм 471. 


3. Подбор среды с минеральными источниками азота и изуче- 
ние динамики развития Ас{. аЪиз уаг. Бгипеотус!1, штамм 471/37 
в связи с образованием брунеомицина. 


4. Изучение оптимальных условий биосинтеза брупеомицина 
культурой Ас{. аЪиз уаг. Бгипеотусии, штамм 471/37. 


1. Материалы и методы исследования 


. Работа проводилась с культурой Ас аиз уаг. Бгипеотус!т, 
штамм 471. 


Продуцсит вырашивался при температуре 928°С на агаризован- 
ной среде следуюшего состава: глюкоза — 1,0%, бульон Хоттин- 
гера из расчета 24 мгф аминного азота, пептон — 0.54, натрий 
хлористый — 0.5%, агар-агар — 3,0%, рН — 7.0. Глубинное куль- 
тивирование пподуцента проводили в колбах емкостью 750 мл, 
содержаших 100 мл питательной среды, на круговых качалках, 
делающих 180 об/мин, при 28°С. 


Количество брунеомицина в культуральной жидкости опреде- 
ляли методом диффузии в агаое с использованием в качестве тест- 
микроба Вас. и {111$ 6633. В качестве стандарта служил чистый 
кристаллический препарат брунеомицина. 


Биохимические изменения в культуральной жилкости в про- 
цессе биосинтеза антибиотика контролировали следующими ана- 
лизами: углеводы определяли по Бертрану, аммиачный азот — по 
методу Кочвея, рН — потенциометрически, минеральный фосфор— 
по Фиске-Суббароу, вес сухого мицелия — высушиванцием при 
105°С в течение 3-х часов. Содержание общего азота в органиче. 
ских источниках азота определяли по Кьельдалю, а аминного 
азота — по Ван-Слайку. Содержание жироподобных веществ опре- 
деляли экстракцией смесью петролейного и серного эфиров по ме- 
тоду Готлиба-Розе. 


Для определения содержания кислорода в пробах культураль- 
ной жидкости использовали мембранный полярографический дат. 
чик, работа которого основана на прииципе восстановления кис- 
лорода на платичовом электроде (Штоффер, Башуткич, 1967). 
Концентрацию растворенного кислорода выражали в процентах к 
насыщению. 


В тексте приводятся средние данные, вычисленные не менее 
чем из пяти—семи опытов. В каждом варианте опыта использова- 
но не менее двух параллельных колб. 
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2. Систематическое положение продуцентов брунеомицина 


В процессе исследований способность образовывать брунеоми- 
цин была оонаружена у двух различных культур лучистых гриб- 
ков: у штамма ч/1, образующего оелый воздушный мицелий, и у 
штамма 8058 с серым воздушным мицелием. Изучение культу- 
рально-морфологических, физиологических и антагонистических 
свойств культуры 4/1 позволило отнести ее к секции Муеиз, серии 
А!Биз, виду АсЁ. а из уаг. ргипеотусий!. Таксономически эта 
культура олизка к продуцентам стреаонилрина и руфохромоми- 
цина. 

Второй выделенный нами продуцент брунеомицина, штамм 
8058, относится к иной систематической групие, а именно, к сек- 
ции Сшегец$, серии Аигеиз, виду Ас{. есШтаниз. 

Интересно отметить, что ооразование . антибиотика брунеоми- 
цина среди культур секции Сллеец$ ранее описано не было. Оче- 
видно, способность образовывать брунеомицин среди актиномице- 
тов секции Сшегеи$ встречается довольно редко. Обнаружение 
продуцентов брунеомицина среди различпых систематических 
`групп представляет определенный интерес, так как показывает, 
что разные в систематическом отношении виды актиномицетов мо- 
гут продуцировать одни и те же антибиотические вещества. 

Культура Ас{. аЪиз уаг. Бгипеотуст!, штамм 471 оказалась 
более продуктивной, поэтому дальнейшую работу по изучению ус- 
ловий биосинтеза брунеомицина проводили с этим штаммом. 


3. Изменчивость и селекция культуры Ас. аЪи$ уаг. 
ргипестусии, штамм 471 


Выделенная из почвы культура лучистого грибка Ас{. а1Би$ уаг. 
Бгипеотус!11, штамм 471, при выращивании на комплексных сре- 
дах синтезировала незначительное количество бруне@мицина 
(2—3 мкг/мл). Путем естественного отбора колоний исходного 
штамма была выделена линия 471/7, которая послужила началь- 
ным этапом дальнейшей экспериментальной селекции. Проверка 
антибиотикообразования 200 моноспоровых вариантов линии 47117 
показала, что активность выделенных линий колебалась в преде- 
лах от 0,5 мкг/мл до 4,0 мкг/мл, и не привела к выявлению вари- 
антов с активностью, превышающей активность исходной популя- 
ции. С целью получения линий с повышенной способностью к ан- 
тибиотикообразованию была проведена селекционная работа, ос- 
повные этапы которой представлены на рис. 1. 

Путем воздействия брунеомицина на культуру продуцента бы- 
ла получена линия 471/7—47, образующая 20 мкг/мл антибиотика. 
При последующем воздействии на вариант 471/7—47 ультрафиоле- 
товой радиации была изолирована мутантная линия 471/37, ак- 
тивность которой составляла 300 мкг/мл. 


бы 


Таким образом, в результате селекционной работы с примене- 
нием последовательного воздействия антибиотика брунеомицина 
и ультрафиолетовых лучей на исходный штамм была получена 
высокопродуктивная линия 471/37, активность которой в 100 раз 
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Рис. 1. Схема получения активного штамма брунеомицина. 


превышает активность исходной культуры. Настоящий высокоак- 
тивный варнант был использован в качестве производственного 


штамма для биосинтеза брунеомицина на опытной установке Ин- 
ститута. | 


4. Подбор среды с минеральными источниками азота и изучение 
динамики развития Ас{. аФи$ уаг. Бгипеотуст1, штамм 471/37 
в связи с образованием брунеомицина 


Для изучения физиологических особенностей продуцентов ан- 
тибиотиков целесообразно применять среды, в состав которых вхо- 
дят компоненты определенного химического состава. Поэтому од- 
повременно с подбором оптимальных комплексных сред нами про- 


ее 


водилась работа по изучению условий биосинтеза брунеомицина 
на средах с минеральными источниками азота. 

В литературе нам не удалось найти указаний на использова- 
ние таких сред для выращивания продуцентов стрептонигрина и 
руфохромомицина. 

В нашу задачу входила разработка простой среды определен- 
ного химического состава и выяснение влияния ее компонентов на 
рост продуцента и биосинтез брунеомицина. 

Проведенные исследования показали, что соединения, азот ко- 
торых находится в окисленной форме (КМОз, МаМОз), неблаго- 
приятны как для роста продуцента, так и для синтеза антибиоти- 
ка. Наиболее благоприятными источниками азота являются аммо- 
нийные соли, лучшим из которых оказался сернокислый аммоний, 
вводимый в среду в количестве 0,2%. 

Что касается источников углерода, то для биосинтеза брунео- 
мицина на среде с сернокислым аммонием наиболее благоприят- 
ными оказались глюкоза, фруктоза и галактоза в количестве 1%. 
Введение в среду лимоннокислого натрия в качестве дополнитель- 
. ного источника углерода в количестве 0,4%, благоприятно влияет 
на образование брунеомицина. 
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Рис. 2. Динамика биохимических изменений в культуральной жидкости при 
биосинтезе брунеомицина на среде с сернокислым» аммонием. 


1. Брунеомицин, мкг/мл. 2. Вес мицелия, мг. 3. Глюкоза, мг%. 
4. М МН, мг%. 5. Фосфор, мг%. 6. РН. 
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‘’ Анализируя значение минеральных элементов, следует отме- 
тить влияние неор: анического фосфора на биосинтез брунеомици- 
на. Опыты показали, что в отсутствии фосфора рост продуцента 
весьма ограничен (200 мгф), а образование антибиотика не пре- 
вышает 25 мкг/мл. По мере повышения содержания фосфора в 
среде биосинтез антибиотика увеличивается и при введении 
15 мг% фосфора образование брунеомицина достигает 125 мкг/мл, 
а количество биомассы возрастает до 390 мг%. Эта концентрация 
фосфора является оптимальной для биосинтеза брунеомицина на 
среде с сернокислым аммонием. ‘` 

В результате проведенной работы была подобрана среда сле- 
дующего состава: глюкоза — 1,0%, лимоннокислый натрий — 0,4%, 
сернокислый аммоний — 0,24$, — КН.РО. —0,025$, — К.ИРО,— 
0,0480/%, Мсо50. . 7Н2О — 0,01%, Мп$0,.5Н2О — 0,025%. Настоя- 
щая среда обеспечивала удовлетворительный рост продуцента и 
образование брунеомицина на уровне 125 мкг/мл. Динамика на- 
копления брунеомицина и биохимических изменений в культу- 
ральной жидкости представлена на рис. 2. 


5. Изучение оптимальных условий образования брунеомицина 
культурой Ас|. аБиз уаг. Бгипеотуст р штамм 471/37 


а) Изучение азотного и углеродного питания продуцента 
брунеомицина на комплексных средах 


В производстве антибиотиков применяются исключительно 
комплексные среды, содержащие в своем составе богатые азотом 
органические вещества растительного или животного происхожде- 
НИЯ. ` 

Так как источники азота’ и углерода играют существенную 
роль в процессе антибиотикообразования, то при подборе олти- 
мальной питательной среды мы прежде всего остановились на 
изучении вопросов азотистого и углеродистого питания проду- 
цента. 

Изучение условий образования брунеомицина при глубинном 
культивировании Ас. а!оиз$ уаг. Бгипеотус!1 в колбах показало. 
что продуцепт брунеомицина растет и образует антибиотик на 
средах с различными органическими источниками азота, а имен- 
но, с соевой и гороховой мукой, с кукурузным экстрактом, дрож- 
жевым автолизатом, бульоном Хоттингера и пептоном. Из пере- 
численных комплексов соевая мука оказалась наиболее благопри- 
ятной для биосинтеза брунеомицина. Введение в питательную сре- 
ду с соевой мукой дополнительных источников азота в виде мине- 
ральных соединений (сернокислый аммоний, хлористый аммоний, 
азотнокислый аммоний, азотнокислые калий и натрий) не увели: 
чивает содержания брунеомицина в культуральной жидкости. На- 
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ми было установлено, что наилучшее образование антибиотика 
происходит на комплексной среде с 3% соевой муки. 

Одвовременно задачей нашего исследования было выяснение 
влияния различных источников углерода на образование брунео- 
мицина в культуральной жидкости. С этой целью был проведен 
сравнительный анализ использования продуцентом брунеомицина 
моносахаридов, дисахаридов, полисахаридов, ссиртов и других 
углеродсодержащих соединений, на фоне среды с оптимальным 
количеством соевой муки (3%). Было обнаружено, что продуцент 
брунеомицина неодинаково относится к различным источникам 
углерода. Так, маннит и глицерин оказались малопригодными ис- 
точниками углерода. Сахароза, крахмал, галактова и арабиноза 
более благоприятны для образования брунеомицина. Наилучшие 


‚результаты были получены при использовании глюкозы, фрукто- 


зы, мальтозы и цитрата натрия. Для дальнейшей работы нами 
была выбрана глюкоза, оптимальное содержание которой в среде 
составляет 1,0%. При этом активность культуральной жидкости 
достигает 300 мкг/мл. 


`6) Использование растительных масел и кашалотового жира 
в качестве источников углерода при биосинтезе брунеомицина 


Образование брунеомицина может происходить на среде с 
3% соевой муки и в отсутствии глюкозы, хотя на более низком 
уровне (165 мкг/мл). Известно, что соевая мука является комп- 
лексным источником питания, содержащим как азотистые, так и 
углеродные компоненты, при этом количество жира в соевой муке 
достигает 18—25%. Удаление масла из соевой муки приводит к 
резкому снижению образования антибиотика как на среде без 
глюкозы, так и на среде, содержащей глюкозу. При внесении в 
среду с обезжиренной соевой мукой экстрагированного из нее ко- 
личества соевого масла (0,6%), восстанавливающего исходный 
состав муки, активность культуральной жидкости практически до- 
стигает контроля (среда с необезжиренной сосзой мукой). 

Полученные данные свидетельствуют о том, что соевое масло 
используется продуцентом в биосинтезе брунеомицина. В связи с 
этим наблюдением нами было исследовано влияние на образова- 
ние брунеомицина некоторых насыщенных и ненасыщенных жир- 
ных кислот и глицерина, входящих в состав соевого масла (таб- 
лица 1). | : 

В качестве контроля служила среда с обезжиренной соевой 
мукой и добавлением 0,6°/% соевого масла. В соевом масле в наи- 
большем количестве содержатся из насыщенных жирных кислот— 
пальмитиновая (6%) и стеариновая (4%), из ненасыщенных — 
олеиновая (32/5) и линолевая (49%/). 

В [ серии опытов изучено влияние перечисленных жирных кис- 
лот в тех концентрациях, в которых они содержатся в 0,64 соево- 


абы 


Таблица | 


Влияние соевого масла и его компонентов на образование брунеомицина. 





1 „И 








активность _активность 
Компоненты соевого масла а = | ук концен- = | ук 
% `а |КОНТ- | трация Е конт- 
= |ролю = |ролю 
Без добавления компонентов сое- 

вого масла — 74 | 26,3 — 74 | 26,3 
Пальмитиновая 0,036 106 37,8 0,59 250 | 89,2 
Стеариновая 0,024 96 | 34,3 0,58 235 | 83,9 
Оленковая 0,192 170 | 60,7 0,57 112 | 40,0 
Линолевая 0,294 146 | 52,1 0,57 100 | 35,7 
Глицерин 0,06 96 | 343 1 160 | 571 

Сумма компонентов 0,606 230 | 82,1 — — — 
Соевое масло (контроль) 0,6 280 | 100 0,6 280 | 100 


— 


го масла. Оказалось, что минимальное количество брунеомицина 
образуется на среде с обезжиренной соевой мукой (26,34% от 
контроля). Добавление насыщенных жирных кислот (пальмитино- 
вой и стеариповой) незначительно повышает биосинтез брунеоми- 
цина (34—37% от контроля); олеиновая и линолевая кислоты, 
представленные в соевом масле в наибольшем количестве, обес- 
печивают образование антибиотика на уровне 50—60 от кон- 
троля. Нри добавлении суммы компонентов, составляющих соевое 
масло, биосинтез брунеомицина приближается к контролю, дости- 
гая 82 %. | 

Во ИП серии опытов изучено влияние этих же жирных кислот в 
увеличенных концентрациях. Установлено, что увеличение содер- 
жания в среде насыщенных жирных кислот (пальмитиновой и 
стеариновой) оказывает стимулирующее действие на образование 
брунеомицина. Что касается ненасыщенных жирных кислот (оле- 
иновой и линолевой), то повышение концентрации их в среде ве- 
дет к угнетению биосинтеза антибиотика. 

Вследствие благоприятного действия соевого масла на биосин- 
тез брунеомицина представляло интерес выяснить — как влияег 
на образование антибиотика повышение содержания масла в сре- 
де. Параллельно с соевым маслом были испытаны подсолнечное 
масло и кашалоторый жир. 

Оказалось, что на средах, не содержащих глюкозы, добавле- 
ние соевого и подсолнечного масел в концентрации 0,25% резко 
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стимулирует биосинтез брунеомицина (от 165 мкг/мл до 310 
мкг/мл). Однако дальнейшее повышение концентрации масел при: 
водит к снижению образования антибиотика. Дооавление масел к 
среде, содержащей глюкозу, не только не повышает образование 
антибиотика, но значительно подавляет биосинтез брунеомицина. 
Угнетение биосинтеза брунеомицина при добавлении раститель- 
ных масел в концентрации выше 0,25%, возможно, связано с тем, 
что подсолнечное и соевое масла содержат большое количество 
ненасыщенных жирных кислот (олеиновой и линолевой}. В про- 
цессе потребления жира продуцентом часть этих кислот может 
накапливаться в культуральной жидкости и угнетающе действо- 
вать на образование антибиотика. 

В отличие от растительных масел, кашалотовый жир можег 
быть внесен в среды, не содержащие глюкозы, в количествах, до- 
стигающих 1,0%, а в среды с глюкозой в концентрации 0,5%, 
обеспечивая в этих условиях образование брунеомицина на уров- 
не 300 мкг/мл. Наблюдаемое различие в действии сравниваемых 
жиров может быть объяснено различием их состава. Следует от- 
метить, что в составе кашалотового жира отсутствует линслевая 
кислота. : 

Поскольку кашалотовый жир может использоваться при био- 
синтезе брунеомицина взамен глюкозы, представляло интерес вы- 
яснить динамику накопления антибиотика и потребление жира в 
процессе биосинтеза. Для этой цели были использованы две сре- 
ды. Среда СК помимо соевой муки (3) и углекислого кальция 
содержит кашалотовый жир (0,5%), а среда СГК — глюкозу 
(1%) и кашалотовый жир (0,25%). Результаты настоящего опыта 
представлены на рис. 3. Как видно из приведенных данных, дина- 
мика накопления брунеомицина на двух сравниваемых средах 
чрезвычайно сходна и уровень активности культуральных жидко- 
стей колеблется в пределах 300 мкг/мл. Потребление жира проис- 
ходит быстро и к 48 часам роста в среде обнаруживается не более 
100 мгф жира независимо от первоначально внесеписго количе- 
ства и от наличия в среде глюкозы. 


в) Влияние минерального фосфора и интенсивности аэрации 
на биосинтез брунеомицина 


Выявленное ранее благоприятное действие фосфора на биосин- 
тез брунеомицина в среде с минеральными источниками азота по- 
будило нас исследовать влияние этого элемента на биосинтез ан- 
тибиотика в комплексных средах с органическим источником азо- 
та (соевая мука 3%). В работе были использованы как среда с 
глюкозой, так и среда с кашалотовым жиром. Фосфор вводился в 
среды в концентрациях от 5 мг% до 50 мгф. Было обнаружено, 
что добавление фосфора к указанным средам положительно влия- 
ет на биосинтез брунеомицина. Введение фосфора в количестве 


2 = 


20—25 мг% увеличивает образование антибиотика на 40% по 
сравнению с контролем. Одновременно было установлено, что 
благоприятное влияние фосфора на биосинтез антибиотика на 
комплекспых средах в значительной степени зависит от условий 
культивирования продуцента, в частности, от условий аэрации. На 
рисуике 4 представлена динамика образования брунеомицина 






5 & 
СредаСк *% Среда СГК & 
РН 8 рН 3 
> + > 
зо 33 300 

ь 





—— 


24 48 72 36 120 4 Чаеы 


96 120 #44 





24 48 7 


Рис. 3. Динамика биохимических изменений в культуральной жидкости при 
биосинтезе брунеомицина на комплексных средах. 
— Брунеомицин, мкг/мл; —.-—- жир, мгф; — х — глюкоза, мгф; ——— РН. 


и биохимические изменения при выращивании продуцента в ком- 
плексной среде с глюкозой с введением фосфора при различных 
условиях аэрации. Изменение условий аэрации достигали путем 
изменения объема среды в колбах (75 мли 200 мл). 

При выращивании культуры продуцента на среде с глюкозой 
в колбах, содержащих 75 мл среды, при добавлении фосфора на- 
олюдается повышение активности культуральной жидкости с 
300 мкг/мл до 430 мкг/мл. В присутствии фосфора отмечается так- 
же более иптенсивное потребление продуцентом глюкозы. 

В условиях пониженной аэрации в колбах, содержащих 200 мл 
среды, стимулирующее действие фосфора на биосинтез брунеоми- 
цина выражено значительно слабее и активность культуральной 
жидкости повышается всего от 265 мкг/мл до 295 мкг/мл. 

Наиболее интепсивное потребление кислорода культурой на- 
блюдается в период около 48 часов роста. В колбах, содержащих 
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Рис. 4. Влияние фосфора и условий аэрации на биосинтез брунеомицина на 
комплексной среде с глюкозой. | — без фосфора, 75 мл: 2 —с фосфором, 
75 мл; 3 — без фосфора, 200 мл; 4 —с фосфором, 200 мл. 


75 мл среды, концентрация растворенного кислорода в развиваю- 
щейся культуре не падает ниже 50%. В колбах, содержащих 
200 мл срелы, количество растворенного кислорода в культуре к 
этому времени снижается до 20—254$ф. Видимо, такое низкое со- 
держание кислорода в среде является лимитирующим фактором, 
на фоне которого не проявляется положительное действие фосфо- 
ра на биосинтез брунеомицина. 

Аналогичные результаты были получены при выращивании 
продуцента брунеомицина на среде с кашалотовым жиром. | 

Полученные данные о положительном влиянии фосфора на 
биосинтез брунеомицина в комплексной среде, содержашей сое- 
вую муку, были полностью подтверждены при выращивании про- 
дуцента в опытных ферментерах. 

В р изучения условий биосинтеза брунеомицина с 
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целью получения антибиотика, разработана комплексная среда 
следующего состава: соевая мука — 3,04ф, глюкоза — 1,0%, 
КН-РО, — 0.04%, К.НРО, — 0,08%, СаСО- — 0,1%. 

В качестве модификации в указанной среде глюкоза может 
быть заменена кашалотовым жиром в количестве 05%4%—1.0$. 
Образовапие брунеомицина на этих средах достигает 420—430 мкг 
в | мл культуральной жидкости. 

Полученпые нами экспериментальные данные легли в основу 
крупнолабораторного регламента получения брунеомицина. Раз- 
работанные среды были использованы на опытной установке Ин- 
ститута для накопления антибиотика в количествах, необходимых 
для проведения широких клинических испытаний. 


ВЫВОДЫ 


1. Антибиотик брунеомицин образуется двумя различными в 
систематическом отношении культурами актиномицетов, штамма- 
ми 471 и 8058. Культура 471, нашедшая производственное приме- 
нение, по своим морфолого-культуральным показателям прицад- 
лежит к секции №уеи$, серии АЪиз, виду Ас{. аШиз уаг. Бгипео- 
тус!11. Штамм 8058 относится к секции о. серии Аигеиз, 
виду Ас. ес тайи$. . 


2. В результате селекционной работы с применением последо- 
вательного воздействия антибиотика брунеомицина и ультрафио- 
летовой радиации на исходный штамм получена высокопродуктив- 
ная линия 471/37, активность которой в 100 раз превышает актив- 
ность исходной культуры. | 


3. Брунеомицин образуется на комплексных средах со следую- 
щими органическими источниками азота: с соевой мукой, горохо- 
вой мукой, кукурузным экстрактом, дрожжевым автолизатом, 
бульоном Хоттингера. Наилучшие результаты получены на среде, 
содержащей 3% соевой муки. Добавление минеральных источни- 
ков азота к соевой среде не увеличивает образование брунеомици- 
на в культуральной жидкости. 


4. Наиболее благоприятными источниками углерода для био- 
синтеза брунеомицина на среде с соевой мукой ‘являются глюкоза, 
фруктоза, мальтоза и лимоннокислый натрий. Образование бру- 
неомицина на этих средах достигает 300 мкг/мл. 

5. Продуцент брунеомицина может использовать в качестве 
источников углерода соевое и подсолнечное масло, а также каша- 
лотовый жир, при этом обеспечивается образование брунеомицина 
на уровне среды с глюкозой. Кашалотовый жир может приме- 


а 


няться в средах, содержащих глюкозу, в качестве пеногасителя в 
количестве не более 0,5%. 

6. Исследовано влияние на биосинтез брунеомицина отдельных 
жирных кислот, входящих в состав соевого масла. Повышение 
концентрации ненасыщенных жирных кислот (олеиновой и лино- 
левой} в среде ведет к угнетению образования антибиотика. 


7. Подобран состав среды с минеральным источником азота, 
обеспечивающий рост продуцента и образование брунеомицина в 
пределах 125 мкг/мл. Наиболее благоприятными источниками азо- 
та являются аммонийные соединения. 11з источников углерода 
наилучшие результаты показали глюкоза, фруктоза, галактоза, 
манниит и лимоннокислый натрий. Для роста продуцента и биосин- 
теза антибиотика на этой среде необходимо присутствие мине- 
рального фосфора, оптимальное количество которого составляет 
15 мг. | 

8. Внесение фосфора в комплексные среды с органическим ис- 
точником азота приводит к повышению биосинтеза брунеомицина 
не менее чем на 40$. Стимулирующее действие фосфора на обра- 
зование брунеомицина отмечается только в условиях хорошей 
аэрации, когда количество растворенного кислорода в развиваю- 
щейся культуре не падает ниже 50ф. В условиях недостаточной 
аэрации стимулирующее действие фосфора выражено значитель- 
но слабее. 

9. В результате изучения условий биосинтеза брунеомицина 
разработана ферментационная среда, в состав которой входят 
следующие компоненты: соевая мука — 3,0%, глюкоза — 1,0%, 
КН.РО. — 0,04%, К.НРО. — 0,08%, СаСО. — 0,1%. В настоящей 
среде глюкоза может быть заменена кашалотовым жиром (0,5— 
1,0%), при этом содержание СаСО; в среде должно быть повыше- 
но до 0,3%. При выращивании продуцента 471/37 на указанных 
средах активность культуральной жидкости достигает 420—430 
мкг/мл. 
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